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Os analgésicos estão entre os medicamentos mais utilizados em todo o 
mundo e foram recentemente associados a efeitos antiandrogênicos. Devido à alta 
prevalência de uso de analgésicos durante a gestação, existe uma preocupação 
com os possíveis riscos associados à exposição pré-natal a esses medicamentos. 
Estudos demonstraram a associação do uso de analgésicos de uso comum, como 
o paracetamol, ácido acetilsalicílico e ibuprofeno, com efeitos desreguladores 
endócrinos em animais e humanos (efeitos antiandrogênicos decorrentes da 
inibição da produção de testosterona pelo testículo fetal, por exemplo). O 
diclofenaco é um anti-inflamatório não esteroidal amplamente utilizado pela 
população e que é encontrado no ambiente. Embora contraindicado durante a 
gestação, sabe-se que muitas mulheres podem usar esse medicamento durante 
esse período. Assim, o objetivo desse estudo foi investigar os efeitos reprodutivos 
em ratos machos e fêmeas expostos in utero ao diclofenaco do dia gestacional 10 
ao 20. Ratas prenhes foram tratadas com diclofenaco nas doses de 0,2, 1 e 5 
mg/kg/dia por via oral. Os marcadores do desenvolvimento sexual avaliados na 
prole foram a distância anogenital (AGD) e número de mamilos em machos e 
fêmeas, separação prepucial (PPS) em machos e abertura do canal vaginal (VO) e 
primeiro estro (FE) em fêmeas. Foram avaliados o peso de órgãos reprodutivos de 
todos os descendentes e, na prole masculina, a produção espermática diária, 
quantificação plasmática de testosterona e histologia testicular. Não foram 
observados efeitos significativos na AGD e desenvolvimento de mamilos da prole 
feminina e masculina em qualquer dose de diclofenaco testada. As idades médias 
de VO, FE e PPS foram maiores em todos os grupos de tratamento, mas 
alcançaram significância estatística apenas  na PPS nos machos expostos  in utero 
a 0,2 mg/kg/dia de diclofenaco. Não foram observadas alterações nos pesos dos 
órgãos reprodutivos masculinos ou femininos nem nos demais parâmetros 
avaliados na prole masculina (contagem espermática, quantificação plasmática de 
testosterona e histologia dos testículos). No geral, os resultados indicam que a 
exposição intrauterina ao diclofenaco não induz alterações nos marcadores 
externos de desregulação endócrina ou fisiologia reprodutiva, mas pode ter um 
impacto nos marcos de desenvolvimento associados ao início da puberdade. 
 





Mild analgesics are among the most used drugs worldwide and have been 
recently associated with antiandrogenic effects. Due the high prevalence of analgesic 
use during pregnancy, there is a concern about the possible risks associated with 
prenatal exposure to these drugs. Studies have shown an association between the use 
of commonly used analgesics, such as paracetamol, acetylsalicylic acid and ibuprofen, 
with endocrine disrupting effects in animals and humans (antiandrogenic effects 
resulting from the inhibition of testosterone production by the fetal testis, for example). 
Diclofenac is a non-steroidal anti-inflammatory drug widely used by the population and 
is found in the environment. Although contraindicated during pregnancy, it is known 
that many women can use this drug during this period. Thus, the aim of the study was 
to investigate the reproductive effects in male and female rats exposed in utero to 
diclofenac from gestational day (GD) 10 to 20. Pregnant rats were treated with 
diclofenac at doses of 0.2, 1 and 5 mg/kg/day via gavage. The markers of sexual 
development evaluated in the offspring were the anogenital distance (AGD) and nipple 
development in males and females, preputial separation (PPS) in males and vaginal 
opening (VO) and first estrus (FE) in females. The weight of the reproductive organs 
of all offspring was evaluated and, in the male offspring, daily sperm production, 
plasma testosterone quantification and testicular histology. No significant effects were 
observed in AGD and nipple development of female and male offspring at any 
diclofenac dose tested. The mean ages of VO, FE and PPS were higher in all treated 
groups, but reached statistical significance only in PPS in males exposed in utero to 
0.2 mg/kg/day of diclofenac. There were no changes in the weights of the male or 
female reproductive organs or in the other parameters evaluated in the male offspring 
(daily sperm production, plasma testosterone quantification and histology of the testis). 
Overall, the results indicate that intrauterine exposure to diclofenac does not induce 
changes in external markers of endocrine disruption or reproductive physiology, but 
may have an impact on the developmental markers associated with the onset of 
puberty. 
 
Key-words: Endocrine disruptors. Reproductive Toxicity. Analgesics. Diclofenac.
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             1 INTRODUÇÃO 
 
A preocupação com poluentes presentes no meio ambiente tem aumentado 
nos últimos anos. Substâncias como metais pesados, agrotóxicos e fármacos vêm 
sendo cada vez mais investigadas devido aos efeitos adversos que podem causar em 
seres humanos e animais, que, muitas vezes, ocorrem por uma exposição a doses 
ambientalmente relevantes. Recentemente, tem havido especial atenção com as 
substâncias capazes de desregular o sistema endócrino, que são capazes de causar 
alterações sobre a reprodução e desenvolvimento, por exemplo.  
Inúmeros compostos químicos presentes em produtos de higiene pessoal e 
de utilização doméstica e industrial possuem atividade desreguladora endócrina 
comprovada. São substâncias como pesticidas, ftalatos, bifenilas policlorinadas 
(PCBs), bisfenol-A (BPA) e algumas classes de medicamentos, como analgésicos e 
anti-inflamatórios (ROSS et al, 1995; SATHYANARAYANA et al., 2008; FONTENELE 
et al., 2010; CHRISTIANSEN et al., 2014; KRISTENSEN et al., 2016). 
Diferentes significados são propostos para o termo “desreguladores 
endócrinos”. De acordo com a Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos, 
essas substâncias são definidas como “agentes exógenos que interferem com a 
síntese, secreção, transporte, ligação, ação ou eliminação de hormônios naturais que 
são responsáveis pela manutenção, reprodução, desenvolvimento e/ou 
comportamento dos organismos” (US.EPA, 1997).  
Muitos estudos epidemiológicos ou de vida selvagem não possuem medidas 
exatas de exposição aos desreguladores endócrinos, o que dificulta a capacidade de 
tirar conclusões definitivas a respeito dessas substâncias. Isso está relacionado 
principalmente aos compostos que são rapidamente degradados no meio ambiente 
ou no corpo humano. A exposição que poderia ter causado um efeito adverso (por 
exemplo, um déficit reprodutivo) não é detectável no momento em que as 
manifestações clínicas se tornam evidentes. Por essa razão, a maioria dos estudos 
delineados para examinar as relações causa e efeito envolvem desreguladores 
endócrinos biologicamente e ecologicamente persistentes (WHO-IPCS, 2002). 
Grande parte das substâncias químicas disponíveis no mercado não é testada 
adequadamente quanto aos seus efeitos no sistema endócrino. Porém, a exposição 
aos desreguladores endócrinos pode ocorrer em períodos importantes do 
desenvolvimento humano e de animais, desde a fertilização até o desenvolvimento 
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fetal e a amamentação, o que suscita uma preocupação especial.  
Recentemente, muitos estudos têm indicado que medicamentos de uso 
comum, como alguns analgésicos e anti-inflamatórios, apresentam atividade 
desreguladora endócrina (KRISTENSEN et al., 2011a; MAZAUD-GUITTOT et al., 
2013; BEN MAAMAR et al., 2017). Esses dados são preocupantes, uma vez que a 
exposição a medicamentos pode ocorrer de forma não intencional, por meio da 
ingestão de resíduos presentes em alimentos ou na água, mas também de maneira 
intencional pelo uso farmacológico. Com isso, mais estudos tornam-se necessários 
para que seja possível reduzir a exposição à essas substâncias e prevenir a 
ocorrência de efeitos adversos. 
 
2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 DESREGULADORES ENDÓCRINOS 
 
Nas últimas décadas tem havido uma crescente preocupação científica, 
debate público e atenção da mídia sobre os possíveis efeitos deletérios nos seres 
humanos e na vida selvagem que podem resultar da exposição a produtos químicos 
com o potencial de interferir no sistema endócrino. Os chamados desreguladores 
endócrinos abrangem uma variedade de classes químicas, incluindo hormônios 
naturais e sintéticos, pesticidas, compostos utilizados na indústria de plásticos, 
produtos de consumo e outros subprodutos e poluentes industriais. Eles são 
frequentemente difundidos e amplamente dispersos no ambiente. Alguns são 
persistentes, podendo ser transportados por longas distâncias e já foram encontrados 
em praticamente todas as regiões do mundo. Outros são rapidamente degradados no 
ambiente ou no corpo humano, ou podem estar presentes apenas por curtos períodos. 
Contudo, ainda que não sejam persistentes em organismos vivos, a exposição 
contínua pode ocorrer em razão da presença ubíqua de alguns agentes químicos no 
meio ambiente. Além disso, exposições em períodos críticos do desenvolvimento 
podem ocasionar efeitos graves e muitas vezes irreversíveis, ainda que a exposição 
ocorra apenas por curtos períodos. 
Os desreguladores endócrinos apresentam o potencial de alterar a regulação 
hormonal e as funções normais do sistema endócrino, afetando consequentemente a 
saúde e a reprodução em animais e seres humanos (CASALS-CASAS E 
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DESVERGNE, 2011). De acordo com a Organização Mundial da Saúde, essas 
substâncias são definidas como “substâncias exógenas ou misturas de substâncias 
que alteram a função do sistema endócrino e que consequentemente podem causar 
efeitos adversos à saúde de um organismo intacto, sua progênie ou subpopulações, 
interferindo na atividade hormonal normal” (WHO-IPCS, 2002).  
A maior parte da atenção atualmente voltada para as substâncias químicas 
com potencial efeito desregulador endócrino está sendo direcionada às possíveis 
alterações sobre o desenvolvimento da prole exposta in utero ou durante o período 
perinatal, pois essas são fases bastante críticas para a ação hormonal (SAWAKI et 
al., 2003; PAGÉ-LARIVIÈRE et al., 2016). A exposição a substâncias tóxicas no 
desenvolvimento fetal e durante a lactação pode resultar em alterações permanentes 
que não são vistas em adultos expostos a níveis semelhantes (GRANDE et al., 2006; 
HANNON E FLAWS, 2015). 
Estudos demostraram que o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), um pesticida 
muito utilizado antigamente, possui atividade estrogênica e pode alterar funções 
reprodutivas de mamíferos e pássaros (US.EPA, 1997). Outros exemplos 
relacionados ao DDT também foram relatados, como malformações detectadas no 
sistema reprodutivo de jacarés em lagos da Flórida contaminados com a substância 
(GUILLETTE et al., 1996, BILA E DEZOTI, 2007). Além disso, pesticidas menos 
solúveis, como o DDT, quando chegam aos ambientes aquáticos, podem aderir à 
sedimentos e, consequentemente, persistir nessas vias por anos (DI et al., 2019). 
Embora o DDT tenha sido banido nos EUA e em muitos outros países ao redor do 
mundo no início dos anos 70, o DDT e seus metabólitos ainda têm sido detectados 
em fontes de água potável em todo o mundo (DI et al., 2017; TADEVOSYAN et al., 
2019). No Brasil, sua comercialização para qualquer fim foi proibida apenas em 2009 
(VASCONCELLOS et al., 2019). 
O bisfenol A (BPA, 4,4'-isopropilidenodifenol) é outro exemplo de 
desregulador endócrino amplamente utilizado para fabricar produtos plásticos, 
incluindo revestimentos de alimentos e garrafas plásticas. Vários estudos 
epidemiológicos relataram ampla exposição de populações humanas, incluindo 
crianças, que podem ser particularmente expostas por meio de mamadeiras e 
produtos plásticos infantis (YE et al., 2006; CALAFAT et al., 2008; WHO-IPCS, 2012; 
ROCHESTER et al., 2017). Ainda na década de 90, pesquisadores demonstraram que 
a exposição ao Bisfenol A foi capaz de reduzir a produção espermática e causar 
19  
alterações prostáticas em ratos, mesmo em baixas concentrações, relevantes para a 
situação de exposição humana (VOM SAAL et al., 1998). Em fêmeas, sabe-se que a 
exposição ao BPA causa desenvolvimento e morfologia alterados das glândulas 
mamárias. A exposição in utero ao BPA resultou em desenvolvimento alterado, 
aumento do volume epitelial e morfologia ductal alterada das glândulas mamárias em 
camundongos (HINDMAN et al., 2017). Contudo, até 2011 essa substância esteve 
presente na composição de mamadeiras e outros produtos infantis, apesar de 
existirem evidências de toxicidade em diversos países, incluindo o Brasil (ANVISA, 
2011; EC, 2011). 
Além do DDT e BPA, produtos farmacêuticos também têm sido associados à 
efeitos desreguladores endócrinos. O estrogênio sintético dietilestilbestrol (DES), 
utilizado em gestantes entre as décadas de 50 e 70 para evitar abortos e partos 
prematuros, é o exemplo mais bem documentado de um desregulador endócrino com 
efeitos em humanos. As filhas de mulheres que utilizaram esse medicamento tiveram 
maior probabilidade de apresentar distúrbios reprodutivos, como gravidez anormal, 
aborto espontâneo, anormalidades uterinas e cervicais e câncer vaginal (HERBST 
1976; HERBST et al., 1971; BIRKETT et al., 2003). Os homens expostos in utero ao 
DES também apresentaram alterações, como anormalidades no trato urogenital 
(criptorquidismo e hipospádia), redução na qualidade espermática e câncer testicular 
(DEPUE et al., 1983; GILL et al., 1977; SWAN, 2000). 
Em cada caso, concentrações detectáveis de compostos com efeitos 
desreguladores endócrinos têm sido encontradas nos animais ou em seu habitat, mas 
uma ligação etiológica foi estabelecida apenas para algumas dessas observações. 
Em estudos ecológicos esses efeitos não foram reconhecidos até as populações 
começarem a diminuir. Contudo, a observação de que a população está estável não 
garante que os desreguladores endócrinos não estejam afetando a reprodução, 
desenvolvimento e crescimento dos indivíduos (TOPPARI et al., 1996; RICHARDSON 
E TERNES, 2017; GODFRAY et al., 2019). 
Apesar do conhecimento limitado sobre a associação entre alterações em 
seres humanos e exposições a desreguladores endócrinos, estudos sugerem que 
muitas doenças em adultos têm origens fetais, mas as causas ainda são de difícil 
explicação. Alguns distúrbios reprodutivos, especialmente em homens adultos, estão 
fortemente associados a distúrbios congênitos, como criptorquidismo e hipospádia 
(FERNANDEZ et al., 2007; RODPRASERT et al., 2019) Esses distúrbios, juntamente 
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com o câncer testicular e a qualidade deficiente do sêmen, formam a síndrome de 
disgenesia testicular (TDS). Alterações na funcionalidade de células somáticas 
essenciais para a produção hormonal e o desenvolvimento testicular durante o 
período intrauterino, como as células de Leydig e de Sertoli fetais, prejudicam o 
desenvolvimento reprodutivo masculino, o que implica em efeitos que se manifestam 
ao nascimento ou tardiamente. Acredita-se que alterações hormonais durante o 
período intrauterino, juntamente com fatores genéticos e ambientais sejam as causas 
da TDS, e que a deficiência androgênica seja um fator crucial no aparecimento dos 
distúrbios que compõem essa síndrome (SKAKKEBAEK et al., 2001; WHO-IPCS, 
2012;  HU et al., 2018; MA et al., 2020; NADER E BOYER, 2020). Dados experimentais 
com ratos indicam que a deficiência androgênica durante uma janela pré-natal crítica 
para a masculinização, do dia gestacional (GD) 15 a 18 (correspondendo ao período 
de 8 a 14 semanas de gestação em humanos) leva a distúrbios muito similares aos 
observados na TDS humana, incluindo criptorquidismo, hipospádia, comprometimento 
da fertilidade e redução da distância anogenital (WELSH et al., 2008). 
Os compostos que atuam como desreguladores endócrinos incluem 
estrógenos exógenos, substâncias antiandrogênicas e agentes que atuam em outros 
componentes do sistema endócrino como as glândulas tireoide e pituitária (TOPPARI 
et al., 1996). Além de seus efeitos no sistema reprodutivo, há evidências de que os 
desreguladores endócrinos possam causar alterações nos níveis de neuroesteroides 
e, portanto, têm o potencial de afetar funções imunológicas, comportamentais e de 
memória (WARING e HARRIS, 2005; CSABA, 2019; NESAN et al., 2019; WENG et 
al., 2020).  
É possível que existam níveis suficientemente altos de desreguladores 
endócrinos no meio ambiente para exercerem efeitos adversos na população em 
geral, mas o fato de muitas vezes serem efeitos de manifestação tardia dificulta o 
estabelecimento de uma relação de causa e efeito. Com isso, estudos experimentais 
com modelos animais tornam-se necessários para a identificação e avaliação de 
substâncias capazes de perturbar o sistema endócrino, principalmente durante 
períodos críticos do desenvolvimento. 
 
2.2 ANALGÉSICOS COMO DESREGULADORES ENDÓCRINOS 
 
Os analgésicos e anti-inflamatórios não esteroidais, são medicamentos 
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classicamente utilizados para o tratamento da dor, febre, mal-estar e condições 
inflamatórias (KRISTENSEN et al.,2016). O mecanismo farmacológico de ação 
desses medicamentos está ligado principalmente à sua capacidade de reduzir a 
produção de prostanoides a partir do ácido araquidônico por meio da inibição da 
enzima ciclooxigenase (COX), que é constituída por duas isoformas principais: a 
COX-1 (constitucional ou fisiológica) e a COX-2 (induzida ou inflamatória) (JÚNIOR 
et al., 2007).  
Em um estudo recente realizado no Brasil, os autores analisam o uso de 
analgésicos pela população brasileira através de dados coletados por meio da 
Pesquisa Nacional sobre Acesso, Uso e Promoção do Uso Racional de 
Medicamentos (PIZZOL et al., 2019). Os analgésicos não opioides foram os agentes 
mais utilizados (18,5%), seguidos pelos anti-inflamatórios não esteroidais (6,9%) e 
analgésicos opioides (0,5%). Nesses percentuais, os autores incluíram uso ocasional 
ou contínuo de analgésicos, independentemente da origem (por prescrição ou 
automedicação). Os medicamentos mais utilizados foram dipirona (37,8% de todos 
os analgésicos), paracetamol (25,3%) e diclofenaco (10,7%). Esses medicamentos 
foram utilizados principalmente para condições de saúde ocasionais, principalmente 
a dor. Em termos de número de prescrições, os analgésicos não opióides foram a 
segunda categoria terapêutica mais prescrita em 2016, apenas atrás dos tratamentos 
para hipertensão arterial sistêmica. É importante enfatizar que o estudo demonstrou 
que a prevalência do uso sem prescrição é maior do que o uso sob prescrição. 
Apesar da evidência mais forte de desregulação endócrina em humanos estar 
ligada a um produto farmacêutico, o DES, apenas recentemente os pesquisadores 
voltaram suas atenções para a possibilidade de efeitos desreguladores endócrinos 
pela exposição à medicamentos de uso comum, como os analgésicos e AINEs. 
Estudos sugerem que os analgésicos podem ter propriedades desreguladoras 
endócrinas capazes de alterar a função reprodutiva humana e animal em diferentes 
fases da vida e em ambos os sexos. (KRISTENSEN et al., 2011a, 2012; SINJER et 
al., 2012; BRUNE et al.,2014; ROBERTS et al.,2016; SABIR et al., 2018). Na década 
de 1980, estudos demonstraram a relação entre a exposição pré-natal à analgésicos 
de uso comum e a redução da masculinização em animais (GUPTA e GOLDMAN, 
1986; GUPTA, 1989).  
Há evidências de que o paracetamol, um analgésico de uso comum entre a 
população, interfere no desenvolvimento reprodutivo masculino. Vários estudos 
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associaram a exposição intrauterina a esse fármaco com criptorquidismo e outras 
malformações reprodutivas congênitas (JENSEN et al., 2010; KRISTENSEN et al., 
2011a; LIND et al., 2013; SNIJDER et al., 2012; PEREIRA et al., 2020), que são 
fatores de risco conhecidos para problemas tardios de fertilidade e câncer testicular 
(SKAKKEBAEK et al., 2001). 
Em um estudo publicado por Mazaud-Guittot et al. (2013), a exposição in vitro de 
testículos fetais humanos ao paracetamol reduziu os níveis do fator semelhante à 
insulina-3 (INSL-3) (hormônio produzido pelas células de Leydig fetais, envolvido nos 
processos de descida do testículo ao escroto). Além disso, os autores sugerem que 
essa inibição poderia ser o mecanismo pelo qual alguns desses medicamentos 
aumentam o risco de criptorquidismo (MAZAUD-GUITTOT et al., 2013). O ibuprofeno, 
um anti-inflamatório muito utilizado entre as mulheres durante a gestação (por 
automedicação), já foi associado à redução dos níveis de testosterona em fragmentos 
de testículos fetais humanos, obtidos durante o primeiro e segundo trimestres de 
gestação, quando cultivados ex vivo na presença de doses terapêuticas do fármaco. 
Além disso, o ibuprofeno também foi capaz de reduzir a produção do INSL-3 (BEN 
MAAMAR et al., 2017).  
Em relação ao trato reprodutor feminino, o ácido acetilsalicílico e a 
indometacina já foram associados a efeitos deletérios na ovulação em ratos e coelhos 
(SIROIS et al., 2004). Estudos com mulheres na pré menopausa já sugeriram que a 
utilização de paracetamol está negativamente correlacionado com os níveis de 
testosterona livre (BAUER et al., 2013) e positivamente com o metabolismo do 
estrogênio (FORTNER et al., 2014). Além disso, um relato de caso indicou que o 
diclofenaco, o naproxeno e a indometacina alteraram a menstruação em mulheres 
adultas, levando à hipomenorreia ou amenorreia (MEYBOOM et al., 1995). 
Embora todos esses estudos não possam ser diretamente traduzidos em 
recomendações para o uso de analgésicos e anti-inflamatórios em humanos, 
fornecem apoio experimental à associação epidemiológica e ao desenvolvimento de 
distúrbios relacionados ao sistema endócrino, evidência que apoiaria a prevenção do 
uso desses medicamentos, principalmente durante o início da gestação.  
 
2.3 ANALGÉSICOS NA GESTAÇÃO 
 
As mulheres geralmente são aconselhadas a evitar a utilização de 
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medicamentos durante a gestação. Contudo, o desconforto musculoesquelético e 
outros sintomas, mesmo que temporários, são muito frequentes entre as gestantes e, 
com isso, a maioria utiliza um ou mais analgésicos, como paracetamol, ou AINEs, em 
algum momento desse período (WERLER et al., 2005; FIGUEIRÓ-FILHO et al., 2011). 
Porém, esses medicamentos devem ser administrados com cautela, principalmente 
durante o primeiro trimestre de gestação, que é um período onde ocorrem processos 
cruciais para o desenvolvimento fetal.  
Alguns medicamentos utilizados durante a gestação não têm segurança 
comprovada ou são conhecidos por afetar adversamente o desenvolvimento fetal. 
Além disso, o perfil de segurança de alguns medicamentos pode mudar de acordo 
com a idade gestacional. Com isso, o tratamento farmacológico em mulheres 
gestantes deve manter um equilíbrio entre o risco-benefício tanto para a mãe quanto 
para a criança (BLACK E HILL, 2003; KAWAGUCHI et al., 2019; YAMADA et al., 
2020). Estudos demonstram que o paracetamol, por exemplo, é capaz de atravessar 
a placenta e, portanto, tem o potencial de causar efeitos diretos no feto (WIEGAND et 
al., 1984; MA et al., 1989; NITSCHE et al., 2017). Não é ético testar diretamente os 
efeitos dos analgésicos em gestantes e, portanto, a evidência de associações entre o 
uso de analgésicos durante a gestação e o desenvolvimento de distúrbios 
reprodutivos nos descendentes deriva de uma combinação de estudos 
epidemiológicos e experimentais realizados nos últimos anos. 
Um estudo de revisão de trabalhos realizados entre 1989 e 2010, demonstrou 
que os estudos publicados sobre utilização de medicamentos revelam ampla variação 
nas estimativas do uso na gestação (27-93% das gestantes que utilizaram 
medicamentos prescritos pelo menos uma vez, excluindo vitaminas e minerais). Entre 
estudos semelhantes, as estimativas foram mais baixas nos países do norte da 
Europa (44-47%) e mais altas na França (93%) e na Alemanha (85%). As taxas 
médias de uso de medicamentos contraindicados na gestação variaram de 0,9% 
(Dinamarca, 1991-1996) a 4,6% (EUA, 1996-2000). O uso de medicamentos com 
evidência positiva de risco variou de 2,0% (Itália, 2004) a 59,3% (França, 1996) (DAW 
et al., 2011). Além disso, de acordo com um estudo feito na Austrália, mais de 85% 
das mulheres utilizam algum medicamento durante a gestação, sendo que os 
analgésicos são os mais comumente utilizados (depois das vitaminas), com mais de 
50% das mulheres utilizando esses medicamentos durante esse período (HENRY E 
CROWTHER, 2000).  
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Um estudo dinamarquês (n=46500) relatou o uso de analgésico em 55% das 
gestantes (JENSEN et al., 2010), enquanto um estudo realizado nos EUA (n=10533) 
relatou que 65% das mulheres utilizavam paracetamol durante o período gestacional 
(15% em combinação com ibuprofeno) (WERLER et al., 2005). Um estudo francês de 
menor porte (n=895) relatou uma frequência ainda maior de uso de analgésicos (81%) 
em gestantes (PHILIPPAT et al., 2011). Além disso, o consumo geral de analgésicos 
aumentou significativamente na maioria dos países europeus entre 1997 e 2017 
(KRISTENSEN et al., 2016). 
Os anti-inflamatórios não esteroidais são medicamentos que normalmente 
estão disponíveis sem receita médica. Relata-se que a prevalência de uso dentro do 
intervalo de pré-concepção até o primeiro trimestre varia de 2,9% a 18% (GLOVER et 
al., 2003; BAKKER et al., 2008; WERLER et al., 2005). Em um estudo brasileiro sobre 
a prevalência do uso de medicamentos na gestação, os analgésicos estavam entre os 
seis medicamentos mais utilizados entre as 1000 gestantes entrevistadas. Dentre os 
analgésicos mais utilizados estavam a dipirona (41,8%), o paracetamol (20,9%), ácido 
acetilsalicílico (20,9%) e dipirona em combinação com adifenina e prometazina 
(11,9%). Os analgésicos também representaram 37,6% dos medicamentos utilizados 
por automedicação (FONSECA et al., 2002).  
Outra publicação, com um total de 1091 gestantes participantes, demonstrou 
que 84,7% fizeram uso de algum medicamento durante a gestação, e, dentre eles, os 
analgésicos corresponderam a 21,8%. O paracetamol foi o analgésico mais prevalente 
com 21,3%, seguido da dipirona com 7,7% (COSTA et al., 2017). Em um grande 
estudo multinacional (Europa, Américas do Norte e do Sul e Austrália) realizado entre 
2011 e 2012, 81% das gestantes utilizaram medicamentos e os analgésicos foram a 
classe mais comum entre os fármacos, utilizados por 56% das mulheres (38% no 
primeiro trimestre, 44% no segundo trimestre e 36% no terceiro trimestre) 
(LUPATTELLI, 2014).  
O uso de analgésicos durante a gestação está associado a uma série de 
efeitos adversos, incluindo o aumento do risco de aborto espontâneo no início da 
gestação e alterações na fisiologia da gravidez e do feto durante o último trimestre. 
Além disso, a inibição sistêmica da síntese de prostaglandinas, causada por 
medicamentos dessa classe, durante o terceiro trimestre, pode levar à constrição do 
canal arterial fetal (causando hipertensão pulmonar nos recém-nascidos), redução do 
fluxo sanguíneo renal (que pode resultar na diminuição da produção de líquido 
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amniótico - oligoidrâmnio) e retardo no trabalho de parto. Outro efeito associado à 
utilização desses fármacos, mais relacionado ao uso de ácido acetilsalicílico, é o 
aumento do risco de hemorragia durante o trabalho de parto, devido a inibição 
irreversível da enzima COX e consequente inibição da ativação plaquetária 
(RATHMELL et al., 1997). 
Além da automedicação, existe a exposição indireta que ocorre por meio do 
contato com a água e alimentos contaminados com resíduos desses medicamentos. 
A presença de fármacos e seus resíduos no meio ambiente não ocorre apenas 
diretamente, por meio da excreção de pacientes ou atividades industriais, mas 
também por meio do descarte inadequado ou do tratamento ineficiente de águas 
residuais (COURTIER et al., 2019). Quando os fármacos e seus metabólitos ativos e 
inativos chegam nas estações de tratamento de esgoto, podem não ser totalmente 
eliminados, e assim permanecerem nos efluentes dessas estações ou podem chegar 
às águas superficiais, subterrâneas e até mesmo na água potável (BUERGE et al., 
2006; VERPLANCK et al., 2005; FERNÁNDEZ et al., 2014). Em um estudo em 
estações de tratamento de esgotos e efluentes na Alemanha, 20 diferentes fármacos 
e 4 metabólitos correspondentes, incluindo anti-inflamatórios (ácido salicílico, 
diclofenaco, ibuprofeno, indometacina, naproxeno, fenazona), reguladores de lípidios 
(bezafibrato, gemfibrozil, ácido clofíbrico, ácido fenofíbrico), betabloqueadores 
(metoprolol, propranolol) e carbamazepina foram detectados em ambientes aquáticos 
(KOLPIN et al., 2002). 
Em razão dessa exposição simultânea, pela utilização dos medicamentos e 
pelo contato por meio de corpos d’água e alimentos contaminados, torna-se 
importante ter conhecimento dos potenciais efeitos desreguladores endócrinos dessas 
substâncias, que, algumas vezes, podem ocorrer mesmo em baixas doses e afetar o 




O diclofenaco (Figura 1) (ácido 2-[2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil]acético) é um 
anti-inflamatório não esteroidal (AINE), derivado do ácido fenilacético, que apresenta 
propriedades analgésicas e antitérmicas. Essas propriedades terapêuticas são 
decorrentes da inibição da produção de prostaglandinas que ocorre por meio da 
inibição da enzima COX. Diferentemente da ação da maioria dos AINEs, esse fármaco 
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inibe a enzima COX-2 com maior potência do que a COX-1. O diclofenaco é 
comercializado como Voltaren® (diclofenaco sódico) ou como Cataflam® (diclofenaco 
potássico) e pode ser utilizado em casos de lesões, dor e inflamação no pós-
operatório, em períodos menstruais, infecções de ouvido nariz ou garganta, artrite ou 
outros tipos de reumatismo, crises de gota e cólica biliar e renal (ANVISA, 2016).
 
             FIGURA 1 - ESTRUTURA QUÍMICA DO DICLOFENACO 
 
                                      
             
                
      FONTE: GROSSER; SMYTH; FITZGERALD (2012). 
 
Desde sua introdução na indústria farmacêutica, em 1973, várias formas 
farmacêuticas contendo diclofenaco foram desenvolvidas com a finalidade de 
melhorar a eficácia, seu perfil de tolerância e a conveniência dos pacientes que o 
utilizam. O desenvolvimento de formulações tópicas, para o tratamento da dor local e 
inflamação, por exemplo, permitiu a diminuição da sua absorção sistêmica. Além 
disso, há diferentes formulações e preparações farmacêuticas, como comprimidos de 
liberação imediata, cápsulas em gel e formulações em pó para solução oral, que 
podem alterar a taxa de absorção e/ou a duração da ação do diclofenaco (ALTMAN 
et al., 2015).  
Quando administrado oralmente, a absorção do diclofenaco é geralmente 
rápida e dependente da dose, composição farmacêutica e tempo de administração em 
relação à ingestão de alimentos. Aproximadamente 60% do diclofenaco intacto chega 
até a circulação sistêmica depois de passar pelo metabolismo de primeira passagem. 
Cerca de 65% é excretado pela urina e 35% pela bile, sendo eliminado sob a forma 
de glicuronídeo e conjugados de sulfato (RIESS et al., 1978; TODD E SORKIN, 1988; 
DAVIES et al., 1997).  
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Além de se concentrar na circulação sistêmica, o diclofenaco acumula-se em 
tecidos inflamados, o que reduz sua ligação a proteínas plasmáticas devido ao 
ambiente ácido fraco. Com isso, ocorre o aumento da fração livre do fármaco, 
facilitando sua difusão para os espaços intercelulares e possibilitando a execução de 
seu efeito terapêutico. O diclofenaco também pode se acumular no líquido sinovial em 
níveis que eventualmente excedem os níveis plasmáticos e que podem persistir após 
esses terem diminuído significativamente (FOWLER et al., 1983; FOWLER et al., 
1986; SEPPALA et al., 1985; BRUNE et al., 2004; BRUNE et al.,2007; BRUNE et al., 
2010). 
Devido à sua curta meia-vida (aproximadamente 2h) e rápida taxa de 
eliminação (entre 1,2 e 1,8 h), a administração frequente de diclofenaco torna-se 
necessária para manter sua concentração terapêutica, o que poderia aumentar o risco 
de efeitos adversos. Apesar da meia-vida relativamente curta, a concentração 
plasmática máxima de diclofenaco é maior que a necessária para inibir a COX-2 em 
80%, indicando que a eficácia pode ser alcançada em doses mais baixas (TODD E 
SORKIN, 1988; WARNER et al., 1999).  
O diclofenaco é amplamente utilizado em todo o mundo e existem diferentes 
precauções internacionais sobre esse fármaco, especialmente com referência aos 
seus efeitos cardiovasculares, gastrointestinais e hepáticos. No Brasil, ele está entre 
os 12 medicamentos mais utilizados por automedicação, com uma prevalência de 
3,5% quando isolado e de 3,6% quando associado ao paracetamol, cafeína e 
carisoprodol (THERAPEUTIC GOODS ADMINISTRATION, 2014; ARRAIS et al., 
2016). 
O uso de diclofenaco durante o primeiro trimestre da gestação não é 
associado ao aparecimento de malformações congênitas, mas a substância mostrou 
atravessar a barreira placentária, podendo ser transferido da mãe para feto em ratos 
e humanos durante o primeiro trimestre da gestação (SIU et al. 2000, SIU e LEE 2004, 
GEVREK et al. 2015; SCHERNECK et al., 2015).  
Em um estudo sobre os efeitos da sua exposição pré-natal no testículo de 
ratos recém-nascidos, houve uma redução significativa do número total de células de 
Sertoli e de espermatogônias nas duas maiores doses testadas, o que sugere que a 
administração pré-natal de diclofenaco pode causar efeitos deletérios no 
desenvolvimento dos testículos, especialmente em doses mais altas (ARSLAN et al., 
2016). 
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Em um estudo publicado por Scherneck et al. (2015), foram relatados dois 
casos de oligoidrâmnio no segundo trimestre de gestação após o tratamento materno 
prolongado com diclofenaco. Após a descontinuação do tratamento, os volumes de 
líquidos amnióticos foram normalizados em poucos dias. Isso sugere que o 
diclofenaco foi a principal causa dessa alteração. Essa condição já foi associada ao 
fármaco em outros estudos bem como o fechamento prematuro do ducto arterial e 
comprometimento da função renal (que também resulta em oligoidrâmnio). Esses 
efeitos adversos são característicos do uso de anti-inflamatórios na gestação e 
resultam da inibição da síntese de prostaglandinas (ANTONUCCI et al., 2012). Outro 
estudo  demonstrou um aumento do risco de aborto após a exposição ao diclofenaco 
administrado com misoprostol durante a gravidez. Das 166 mulheres expostas aos 
medicamentos no início da gestação, 28,3% abortaram espontaneamente em 
comparação com 10,6% das não expostas (ANDERSEN et al., 2016).  
Além da exposição por meio da utilização farmacológica, que resulta nas 
alterações citadas acima, também existe a possibilidade de ocorrer uma exposição 
indireta, através de alimentos contaminados e da água, principalmente. Uma das 
principais preocupações ambientais tornou-se a ocorrência e o destino 
farmacêutico no meio aquático (HEBERER et al., 2002; LEE et. al., 2005; FENT et 
al., 2006). O diclofenaco é  um dos AINEs mais frequentemente utilizados,  com 
altas taxas de concentração e detecção ambiental. Em ambientes aquáticos, as 
concentrações globais de diclofenaco variam de ng/L a μg/L (ANDREOZZI et al., 
2003; LONAPPAN et al., 2016). Em um estudo em estações de tratamento na 
Alemanha, os metabólitos do diclofenaco 4'-hidroxi diclofenaco (4′-OHD), 5-hidroxi 
diclofenaco (5-OHD) e 4'-hidroxi diclofenaco dehidrato (4′-OHDD) foram 
detectados nas seis estações avaliadas em concentrações até 1,7 μg/L, 0,86 μg/L 
e 0,66 μg/L, respectivamente, indicando que não apenas o diclofenaco, mas 
também seus metabólitos, estão sendo encontrados globalmente no meio aquático 
(STÜLTEN et al., 2008). Além disso, o diclofenaco também tem sido detectado em 
ambientes aquáticos no Brasil (LOPES et al., 2016; PEREIRA et al., 2016; 
AMÉRICO-PINHEIRO et al., 2017). Em um estudo realizado em Pernambuco, foi 
feita a análise da presença de diclofenaco e paracetamol em dois pontos do rio 
Beberibe. O diclofenaco foi detectado em todas as amostras coletadas, em 
concentrações que variaram entre 0.019 e 0.193 mg/L (VERAS et al., 2019). 
De acordo com a ANVISA (2016), o uso do diclofenaco não é recomendado 
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nos dois primeiros trimestres de gestação, pois não existem dados suficientes sobre 
sua utilização durante esse período. Além disso, seu uso no terceiro trimestre, assim 
como o de outros anti-inflamatórios não esteroidais, não é recomendado em razão dos 
riscos de fechamento prematuro do ducto arterial, oligoidrâmnio e comprometimento 
da função renal do feto. Contudo, assim como ocorre com outros analgésicos, muitas 
mulheres podem utilizar esse fármaco sem prescrição médica em diferentes períodos 
da gestação, inclusive no início, quando ainda há o desconhecimento do estado 
gestacional. Com isso, mais estudos acerca dos efeitos do diclofenaco sobre 





Diversos estudos têm demonstrado que a exposição a desreguladores 
endócrinos pode trazer efeitos adversos para a vida humana e animal, e que essa 
exposição é ainda mais relevante no período pré-natal, quando ocorrem eventos 
biológicos cruciais para o desenvolvimento dos organismos, levando a importantes 
distúrbios reprodutivos.  
Os analgésicos estão entre os fármacos mais utilizados entre a população, e 
estudos sugerem que esses medicamentos podem atuar como desreguladores 
endócrinos, alterando a função reprodutiva humana e animal em diferentes fases da 
vida, tanto em machos quanto em fêmeas. Sabe-se que a utilização de analgésicos 
ocorre inclusive durante o período gestacional e, com isso, seus possíveis riscos 
relacionados à exposição pré-natal tornam-se preocupantes (BRUNE et al.,2014; 
ROBERTS et al.,2016; SABIR et al., 2018).  
 O diclofenaco é um anti-inflamatório que também é muito utilizado e, no 
Brasil, já esteve entre os 12 medicamentos mais utilizados por automedicação 
(THERAPEUTIC GOODS ADMINISTRATION, 2014; ARRAIS et al., 2016). Além 
disso, recentemente um estudo demonstrou que o diclofenaco foi o terceiro 
medicamento mais utilizado dentre a população brasileira, considerando o uso por 
prescrição ou por automedicação (PIZZOL et al., 2019).  Mesmo sendo contraindicado 
durante a gestação, sabe-se que muitas mulheres podem utilizar esse medicamento 
durante esse período. Porém, o diclofenaco ainda não foi testado de forma adequada 
quanto aos seus efeitos sobre parâmetros reprodutivos, e, até então, não existem 
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estudos avaliando parâmetros como distância anogenital e marcadores associados ao 
início da puberdade, por exemplo, após a exposição in utero a esse medicamento 
Com isso,  torna-se importante a investigação de sua possível atuação como 




4.1 OBJETIVO GERAL 
 
Investigar os efeitos reprodutivos do diclofenaco em ratos machos e fêmeas 
expostos in utero entre os dias 10 e 20 de gestação.  
 
4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Avaliar os efeitos do protocolo de tratamento sobre a gestação e viabilidade 
dos filhotes. 
 Investigar marcadores externos de desregulação endócina na prole exposta 
in utero: distância anogenital e número de mamilos em machos e fêmeas. 
 Avaliar marcadores do início da puberdade: separação prepucial em machos 
e abertura do canal vaginal e primeiro estro em fêmeas. 
 Examinar o impacto da exposição prenatal ao diclofenaco sobre parâmetros 
reprodutivos na idade adulta, incluindo o peso dos órgãos reprodutivos em 
machos e fêmeas e produção espermática, quantificação de testosterona 
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Mild analgesics and anti-inflammatory drugs are among the most used pharmaceuticals 
worldwide and have been recently associated with antiandrogenic and other endocrine 
disrupting effects. Diclofenac is a non-steroidal anti-inflammatory drug widely used by the 
general population and it is also found in the environment. Although contraindicated during 
pregnancy, it is known that many women can use this drug during this period. This study 
investigated reproductive effects in male and female rats following in utero exposure to 
diclofenac from gestational day (GD) 10 to 20. Pregnant rats were treated with diclofenac at 
doses of 0.2, 1 and 5 mg/kg/day via gavage. Anogenital distance (AGD) and the number of 
nipples were evaluated in the offspring. Developmental landmarks of puberty onset - vaginal 
opening (VO), first estrus (FE) and preputial separation (PPS) – and reproductive parameters 
at adulthood were also investigated. No significant effects were observed in AGD and number 
of nipples in both female and male offspring at any diclofenac doses tested. The mean ages at 
VO and FE were higher in all treatment groups, but no significant differences were observed in 
pairwise comparisons. A significant delay in PPS was observed in males exposed in utero to 
diclofenac 0.2 mg/kg/day. No changes were observed in male or female reproductive 
parameters assessed at adulthood. Overall, our results indicate that in utero diclofenac exposure 
induces no change in biomarkers of endocrine disruption or reproductive physiology at 
adulthood, but may have an impact in developmental landmarks associated with the onset of 
puberty. 









Experimental and epidemiological studies indicate that certain male and female reproductive 
disorders may be related to intrauterine exposure to endocrine disruptors. These substances are 
commonly found in the environment and include pesticides, phthalates, polychlorinated 
biphenyls (PCBs), bisphenol-A (BPA), organotins, and some classes of pharmaceuticals such 
as analgesics and non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) (Sawaki et al., 2003; 
Fontanele et al., 2010).  
Although the strongest evidence of human endocrine disruption is linked to gestational 
exposure to a pharmaceutical product, diethylstilbestrol (DES) (Herbst et al., 1971; Herbst 
1976; Birkett and Lester, 2003), the possible endocrine disrupting effects of commonly used 
drugs, such as analgesics and NSAIDs is a recent concern (Kristensen et al., 2011). These drugs 
are among the most used medicines by the general population worldwide, but also by pregnant 
and lactating women. Moreover, many mild analgesics and NSAIDs are sold as non-
prescription (over-the-counter) drugs (Mckenna and Mcintyre, 2006; Rebordosa et al., 2008; 
Kristensen et al., 2011; Thorpe et al., 2013). 
Several in vitro and in vivo studies indicate that some analgesics and NSAIDs, such as 
paracetamol, acetylsalicylic acid and indomethacin, may cause endocrine and reproductive 
disorders through multiple mechanisms, altering fetal testicular development in animals and 
humans and causing infertility and premature ovarian failure in rats (Kristensen et al., 2012; 
Snijder et al., 2012; Holm et al., 2016). Intrauterine exposure to these drugs has also been 
associated with alterations in testicular hormone production, cryptorchidism, malformations in 
the reproductive tract, and reproductive disorders at adulthood (Kristensen et al., 2011; Van den 
Driesche et al., 2015; Ben Maamar et al., 2017; Lind et al., 2017). Some of these studies indicate 
that mild analgesics and NSAIDs may change the production of key fetal testicular hormones, 
including insulin-like factor 3 (INSL3), a peptide hormone involved in testis descent, and 
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testosterone (Albert et al., 2013; Mazaud-Guittot et al., 2013). 
Diclofenac is a NSAID derived from phenylacetic acid and has analgesic and antipyretic 
properties. Its therapeutic properties are due to suppression of prostaglandins production 
through inhibition of the cyclooxygenase enzyme (COX). Diclofenac is used for postoperative 
injury, pain and inflammation, painful menstrual periods, arthritis or other types of rheumatism, 
and biliary and renal colic (ANVISA, 2016). 
Studies in rats and humans show that diclofenac is capable to cross the placental barrier and can 
be transferred from mother to fetus in the first trimester (Siu et al. 2000, Siu and Lee 2004, 
Gevrek et al. 2015; Scherneck et al., 2015). Although data on the effects of diclofenac use 
during human pregnancy are still scarce, results from a study performed with 145 pregnant 
women indicate that its use during the first trimester is not associated with congenital 
malformations (Cassina et al., 2010).  
Similarly to other NSAIDs, diclofenac intake is usually not recommended during pregnancy, 
due to the potential adverse effects, in particular during the third trimester. Use of NSAIDs 
during mid to late pregnancy is associated with oligohydramnios (decreased production of 
amniotic fluid), premature closure of the fetal ductus arteriosus, and impaired renal function in 
the fetus, which are effects related to inhibition of prostaglandin synthesis (Antonucci et al., 
2012). In a recent animal study, intrauterine exposure to diclofenac in rats resulted in a 
significant reduction in the total number of Sertoli cells and spermatogonia in early postnatal 
testes, suggesting that prenatal administration may cause deleterious effects on testicular 
development (Arslan et al., 2016). However, the study by Arslan et al. (2006) used high 
diclofenac doses and intraperitoneal injections, and did not assess endocrine-sensitive 
endpoints.  
Despite being contraindicated during pregnancy, many women might use diclofenac during this 
period, including women that are not aware of their pregnancy status and those that use 
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diclofenac through self-medication. However, the effects of diclofenac on reproductive 
parameters and endocrine-sensitive endpoints are still largely unknown. The aim of this study 
was to investigate the possible reproductive effects of diclofenac in female and male rats 
exposed in utero to diclofenac between gestation days 10 and 20, a critical window for gonadal 
and phenotypic sex differentiation (Sharpe 2006). 
 
5.2 Material and Methods 
5.2.1 Animals 
Wistar rats were obtained from Federal University of Parana (UFPR), after approval by the 
Ethics Committee on Animal Use (CEUA) (Consent number 1163). During the experimental 
period, the animals were maintained under controlled conditions of temperature (22 ± 2ºC), 
humidity and light (12-hour light/dark cycle), in polypropylene cages (four animals per cage), 
receiving food and water ad libitum.  
Adult female rats (90 days) were mated with adult male rats during the last 3 hours of the dark 
phase of the light cycle. The day of sperm detection on the vaginal smear was considered as 
day zero of gestation (GD 0). From a total of 90 rats placed to mate, we obtained 59 pregnant 
rats that were divided into five experimental groups (n=9-14 pregnant rats per group): negative 
control group (n=13), diclofenac 0.2 (n=14), diclofenac 1 (n=11), diclofenac 5 (n=12) and 
positive control group (n=9). The day of births was considered postnatal day 1 (PND 1) and the 
offspring weaning occurred on PND 21.  
 
5.2.2 Selection of diclofenac doses and treatment 
Pregnant rats received distilled water (2 ml/kg/day) as negative control, sodium diclofenac at 
0.2, 1 and 5 mg/kg/day (CAS 15307-86-5) or di-(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP, CAS 117-81-
7) at 750 mg/kg/day as positive control. Diclofenac was obtained from Salvena handling 
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pharmacy (Curitiba, Brazil), while DEHP was obtained from Sigma-Aldrich (Darmstadt, 
Germany). The diclofenac doses were based on human therapeutic use as well as on animal 
toxicity data. The highest diclofenac dose corresponds to the No Observed Adverse Effect Level 
(NOAEL) reported for maternal and fetal toxicity in rats (EMEA, 2003) and it is within the 
human therapeutic dose extrapolated to rats. Two lower doses were selected with a space factor 
of 5 between doses. For comparison, the maximum recommended human daily dose is 150 mg 
diclofenac or 2.14 mg/kg/day for a 70 kg adult (ANVISA, 2016). This daily dose corresponds 
to approximately 9 mg/kg/day for rats following allometric extrapolation with rat body weight 
set at 0.3 kg and exponent scaling at 0.75 (Nevill, 1994). Diclofenac doses were prepared with 
distilled water as vehicle. DEHP (positive control) was dissolved in canola oil and administered 
at 750 mg/kg/day, a dose known to produce antiandrogenic and testicular effects in rats. It has 
been previously demonstrated that male offspring of rats exposed to high DEHP doses (e.g., 
750 mg/kg/day) during gestation or gestation and lactation display reproductive tract 
abnormalities compatible with disruption of androgen dependent development and impaired 
testicular function, without causing maternal toxicity. (Gray et al., 2000; Jarfelt et al., 2005; 
Moore et al., 2001).  
All treatments were given from GD10 to GD20, via oral route (gavage), with an administration 
volume of 2 mL/kg/day. The selected treatment period (GD10-20) included phases of gonadal 
and phenotypic sexual differentiation. In rats, gonadal differentiation occurs between days 10-
15 gestation, while phenotypic differentiation, dependent on androgens and other hormones, 
occurs in late pregnancy, approximately from day 15 to the end of gestation (Ross and Capel 
2005; Sharpe 2006). Maternal weight was recorded daily during the treatment period and 
weekly until weaning. On PND 22, one day after weaning, all dams were euthanized by 
sevoflurane inhalation in a closed chamber followed by decapitation. The liver, spleen, kidneys 
and adrenal glands were removed and weighed, and the uterus was removed to count the number 
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of implantation sites and to determine post-implantation losses (number of implantation sites - 
number of live pups/number of implantation sites). Sex ratio, litter size, number of pups born, 
and pup weights were also recorded. We also calculated the viability and weaning indexes, 
which correspond, respectively, to the number of live offspring on PNDs 4 and 21 relative to 
the total number of live offspring at birth. 
 
5.2.3 Offspring data  
During lactation, the offspring were weighed on PNDs 1, 4, 7, 14 and 21 without distinction 
between male and female pups, and after weaning the weights were recorded weekly by sex 
until PND 90. On PND 4, the anogenital distance (AGD) was measured in all pups using a 
digital caliper from the center of the anus to the base of the genital bud by a single investigator 
in a blinded manner. Three measurements were taken for each pup and the average was 
corrected by the cubic root of body weight (anogenital index - AGI) (Gallavan et al., 1999). 
The pups were also evaluated for the number of nipples on PND 13 by a single investigator.  
The preputial separation (PPS) was investigated from PND 35 by manual retraction of the 
prepuce. This procedure was performed daily until all male offspring presented complete 
separation, with the full exposure of the mature glans penis. The female pups were evaluated 
daily for vaginal opening (VO), starting on PND 33 until the day of complete opening. Daily 
vaginal smears were collected after VO until the detection of the first estrus (FE), characterized 
by the predominance of cornified cells (Grande et al., 2006). 
 
5.2.4 Euthanasia and sample collection  
Two male and two female rats per litter were euthanized at adulthood (PND 90-110) by 
sevoflurane inhalation followed by decapitation. Trunk blood was collected for analysis of 
plasma testosterone concentrations in males. Reproductive organs from male (testes, 
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epididymides, seminal vesicle without fluid, ventral prostate, levator ani 
muscle/bulbocavernous muscle (LABC), bulbourethral glands and glans penis) and female rats 
(uterus and ovaries) were removed and weighed. From each male rat, the right testis was used 
for daily sperm production and the left one for histopathological evaluation. Also, non-
reproductive organs (liver, spleen, kidneys and adrenal glans) were collected from all male and 
female rats. The relative organ weights were calculated as follows: absolute organ weight × 100 
/ body weight.  
 
5.2.5 Daily sperm production 
After removal of the tunica albuginea, the right testes were homogenized in 10 mL of saline 
(0.9% NaCl) containing 0.05% Triton X-100 for 1 minute. The homogenate was diluted ten 
times in saline for the microscopic count of the number of homogenization-resistant spermatids 
in a hemocytometer (Bürker, Wertheim, Germany). The number of spermatids per animal was 
divided by 6.1 (corresponding to the number of days when spermatids in stages 17-19 are 
present in the seminiferous epithelium) for conversion to daily sperm production (Robb et al., 
1978). 
 
5.2.6 Testosterone concentration 
Plasma testosterone was quantified by enzyme immunoassay, according to the protocol of 
Brown et al., 2004. The assay procedure was performed using polyclonal anti-testosterone 
antibody (R156/7; 1:7500 dilution) and horseradish peroxidase-testosterone conjugate obtained 
from Coralie Munro at the University of California (Davis, CA, USA). We used a substrate 
buffer containing 2,2′-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt 
(ABTS) and hydrogen peroxide from Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany). Absorbance 
measurements were performed at 405 nm in a microplate reader (Infinity 200 PRO, TECAN 
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Life Sciences, Mannedorf, Switzerland). The results were expressed as ng/mL and the assay 
sensitivity was 0.046 ng/ml. All samples were evaluated in duplicate, and intra and inter-assay 
coefficients of variation were less than 10% and 15%, respectively.  
 
5.2.7 Histopathological evaluation of the testis 
The testes were fixed in modified Davidson’s solution (30% of saturated formaldehyde 
solution, 15% absolute ethanol, 5% glacial acetic acid, 50% distilled water) (Latendresse et al., 
2002). After fixation, testes were kept in 70% ethanol, processed, paraffin-embedded, sectioned 
at 5 μm, and stained with hematoxylin and eosin. Testicular sections (n = 8 animals/group) were 
then examined by a certified veterinary pathologist (A.C.S). Histopathological evaluation 
consisted of investigating tissue integrity, verifying parameters such as reversible 
(degeneration) and irreversible cell damage (necrosis and apoptosis), leukocyte inflammatory 
infiltrate, hemorrhage and fibrosis (Cunha et al., 2009). 
 
2.8 Statistical analysis 
Data were tested for normality and homogeneity of variances, and then analyzed by one-way 
analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnet’s test to compare each treatment group 
against the control. Alternatively, non-parametric data were analyzed by the Kruskal-Wallis 
test followed by Dunn’s test.  
For the data on the age at PPS, VO and FE we used one minus Kaplan-Meier survival plot to 
indicate the cumulative percentage of litters displaying these landmarks at each age. These data 
were submitted to survival analysis, using the log-rank Mantel-Cox test for overall comparisons 
between all groups as well as for pairwise comparisons between the control and each treatment 
group. In the pairwise comparisons of survival curves, we used the Bonferroni correction to 
adjust the p-value for multiple comparisons. Alternatively, these developmental landmarks 
40  
were analyzed by Kruskall-Wallis followed by Dunn’s test. 
In all analyses we used the litter as the statistical unit, i.e. whenever more than one littermate 
was used we calculated the mean litter values. Statistical significance was set at 5% (p <0.05) 
and analyses were performed using GraphPad Prism® version 6.0 software. 
 
5.3 Results  
5.3.1 Maternal and pregnancy outcomes  
At the dose levels tested, diclofenac had no significant effects on dams body weight gain during 
pregnancy, litter size, post-implantation losses or viability and weaning indexes (Table 1). Also, 
there were no significant differences between groups in pup birth and weaning body weights 
and sex ratio (Table 1). Likewise, the high DEHP dose group did not change any maternal and 











































































































































































































































































































































































































































































































































































































































5.3.2 Developmental landmarks   
There were no significant differences across treatment groups for body weight development of 
rat offspring in the weaning and post-weaning periods (Figures S1, S2 and S3). Data on 
developmental landmarks, including AGD and AGI, number of nipples, PPS, VO, and FE are 
shown in Table 2.  
There were no significant effects on AGD and AGI in females exposed in utero to diclofenac 
or DEHP. Also, no effects on the number of nipples were observed in the female offspring. The 
median ages at VO and FE were higher in all treatment groups, but no significant differences 
were detected (Table 2). Likewise, survival curves of diclofenac and DEHP groups were 
somewhat shifted to the right, resulting in borderline significances for the overall comparisons 
(log-rank Mantel-Cox test) of both VO (p = 0.078) and FE (p = 0.084) (Figure 1). However, no 
significant differences were seen in pairwise comparisons of survival curves between controls 


















































































   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   









































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































No significant differences were seen for AGD, AGI, and nipple retention in male pups treated 
with diclofenac (Table 2). As expected, a significant reduction in AGD and AGI and an 
increased number of retained nipples were observed in the positive control group treated with 
a high DEHP dose. The median age at PPS was higher in all treated groups, but reached 
statistical significance only in the groups treated with diclofenac 0.2 mg/kg/day and DEHP 750 
mg/kg/day group (Kruskall-Wallis/Dunn). Likewise, the survival curves of treated groups were 
somewhat shifted to the right (p = 0.0002; log-rank Mantel-Cox for overall comparisons), 
resulting in significant differences for diclofenac 0.2 mg/kg/day and DEHP 750 mg/kg/day in 
pairwise comparisons to control group (Figure 2). The body weight at PPS was unaffected in 



















Figure 1. Effects of in utero exposure to diclofenac (D) or DEHP (mg/kg/day) on female 
offspring vaginal opening (A) first estrus (B). Results are expressed as one minus Kaplan-Meier 
survival plots for the cumulative percentage of litters displaying these landmarks at each age. 
The survival curves were compared through log-rank Mantel-Cox test. Overall comparison of 
survival curves yielded borderline significance for vaginal opening (p = 0.078) and first estrus 
(p = 0.084), but no significant effects were seen for pairwise comparisons between controls and 
treated groups. DEHP = di-(2-ethylhexyl) phthalate. Sample size (litters): Control n = 13, D0.2 
n = 14, D1 n = 11, D5 n = 12, DEHP n = 9. 
 
 
Figure 2. Effects of in utero exposure to diclofenac (D) or DEHP (mg/kg/day) on preputial 
separation of male offspring rats. Results are expressed as one minus Kaplan-Meier survival 
plots for the cumulative percentage of litters displaying full preputial separation at each age. 
The survival curves were compared through log-rank Mantel-Cox test and yielded significant 
results (p = 0.0002). Pairwise comparisons between control and treated groups (log-rank 
Mantel-Cox test) revealed significant differences for the lowest diclofenac dose (* p < 0.05) 




n = 13, D0.2 n = 14, D1 n = 11, D5 n = 12, DEHP n = 9. 
 
5.3.3 Reproductive evaluation in adult female and male rats  
There was no significant difference between groups regarding reproductive organ weights of 
male and female offspring exposed in utero to diclofenac (Table 3 and Table S1). Also, no 
significant changes were observed in the weights of nonreproductive organs of male and female 
rats when compared to control group (Tables S2 and S3). On the other hand, in utero exposure 
to DEHP 750 mg/kg/day resulted in significant reductions in most androgen-dependent organs 
and tissues, including ventral prostate, seminal vesicle, LABC, and glans penis. 
Daily sperm production in diclofenac exposed rats did not differ significantly from the control 
group. In the histopathological analyses of testes, no changes were observed for the three dose 
levels of diclofenac. Also, we did not see significant changes in plasma testosterone 
concentration. Although we did not see changes in the daily sperm production of DEHP exposed 
rats, severe morphological abnormalities were seen in the histopathological analysis of 3 out of 
8 animals, including small (atrophic) seminiferous tubules, vacuolization of the seminiferous 
epithelium, and severe depletion of germ cells. In some areas, we observed Sertoli-cell only 













































































   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


































































































   
   
   
   
   
   



































































































































   
   
   
   
   














































   
   
   
   
   














































   
   
   
   
   
   















































   
   
   
   
   
   
   











































































































































































































































































































































































































Figure 3. Photomicrographs of representative testicular sections from (A) contol rat, rats 
exposed to diclofenac at (B) 0.2 mg/kg/day, (C) 1 mg/kg/day and (D) 5 mg/kg/day 
(Hematoxylin and eosin - HE, 400 x maginification), and (E) rat exposed to DEHP 750 
mg/kg/day (HE, 400 x). In the DEHP exposed rat (E), seminiferous tubules are small with 
























(Ti), spermatogonia (G), spermatids (Es), nucleus of the Sertoli cell (S), vacuolization (v). 
 
5.4 Discussion and conclusion 
In this study, gestational exposure of rats to therapeutically relevant doses (0.2, 1 and 5 
mg/kg/day) of diclofenac did not induce changes in endpoints typically associated with 
antiandrogenic activity in the male offspring, such as shortening of AGD, nipple retention, and 
reductions of androgen dependent organ weights. Daily sperm production, plasma testosterone, 
and testicular histology of adult male rats exposed in utero to diclofenac were unaffected. Also, 
no effects were observed in the reproductive organ weights of the female offspring. However, 
in utero exposure to diclofenac induced a slight delay in developmental landmarks associated 
with puberty onset in male and female offspring, although significant results were only seen for 
PPS at the lowest diclofenac dose. On the other hand, exposure to a high DEHP dose, used as 
positive control for disruption of sexual development, resulted in a wide spectrum of 
antiandrogenic effects, as well as a significant delay in the age at PPS in males. 
The absence of antiandrogenic effects in animals exposed to diclofenac in the current study 
contrasts with epidemiological and experimental data reported for other analgesic and anti-
inflammatory drugs, such as paracetamol and acetylsalicylic acid (aspirin). Intrauterine 
exposure to paracetamol (150, 250 and 350 mg/kg/dia) and acetylsalicylic acid (150, 200 and 
250 mg/kg/day) from GD 13 to GD 21, reduced AGD in male fetuses in all doses tested 
(Kristensen et al., 2011). In another study, paracetamol was able to induce nipple retention in 
male offspring following exposure from GD 13 to GD 20 at a dose of 350 mg/kg/day, although 
no changes were observed on male AGD (Axelsatd et al., 2014). However, in most cases, the 
paracetamol effects were observed at doses above those usually seen in the human exposure 
context, while in our study we used lower, human relevant doses of diclofenac. The 




androgens in utero, which also play a role in determining a longer AGD in males and normal 
size and function of male reproductive organs throughout postnatal life (Sharpe et al., 2006). 
Prenatal androgenic insufficiency can result in persistent atrophy of androgen dependent 
organs, despite normal testosterone levels in adulthood, indicating a change in hormonal 
programming of these tissues (Dean et al., 2016; Curi et al. 2019). Results from in vivo, ex vivo, 
and in vitro model systems indicate that certain analgesics can reduce the production of 
testosterone and other testicular hormones, such as insulin-like factor 3 (INSL3), a peptide 
hormone involved in testis descent, by fetal and adult testes in both rodents (Kristensen et al., 
2011, 2012; van den Driesche et al., 2015) and humans (Kristensen et al., 2011, 2012; Albert 
et al., 2013; Mazaud-Guittot et al., 2013; van den Driesche et al., 2015). However, not all 
analgesics display the same spectrum of reproductive toxicity and there is significant response 
variability across different studies and model systems (Kristensen at al., 2011, 2012; Dean et 
al., 2013; Axelstad et al., 2014; Benn Maamar et al., 2017). According to Benn Maamar et al., 
2017, each analgesic and NSAID appears to have its own endocrine-disrupting signature. For 
example, whereas ibuprofen and paracetamol suppress INSL3 production, aspirin does not 
present this effect. Furthermore, whereas aspirin increases AMH (Anti-Müllerian hormone) 
production, ibuprofen induces its inhibition, and paracetamol has no effect. In vitro exposure 
of human fetal testis to aspirin and indomethacin resulted in increased testosterone production, 
while paracetamol induced no effect at all (Mazaud-Guittot et al., 2013). These observations 
may indicate that there may be differences in the mechanism of endocrine disruption among 
analgesics, which may also be influenced by dose, duration and timing of exposure in different 
experimental settings. In this regard, it is interesting to note that the relationship between COX-
inhibition and endocrine disrupting effects has not been clearly established and other 
mechanisms, such as interactions with the endocannabinoid system and direct interference with 




reproductive toxicity of certain analgesics (Wilhelm et al., 2005; Jørgensen et al., 2010; Dean 
et al., 2013; Kristensen et al., 2016; Ben Maamar et al., 2017).  
Despite the absence of effects on antiandrogenicity markers, our data indicates that gestational 
exposure to diclofenac may have an impact on some developmental landmarks associated with 
the onset of puberty. We observed a delay in the mean age at PPS in male rats exposed to the 
lowest dose of diclofenac and to DEHP as well. For both PPS and markers of the onset of 
puberty in females, VO and FE, there was a shift to the right in the developmental curves, 
suggesting a possible delay in pubertal development. It is noteworthy that these effects occurred 
without changes in body weight, indicating that the observed effects in pubertal development 
are not a reflection of a lower overall growth rate.  
Unlike other substances, such as phthalates (Salazar et al., 2004; Grande et al., 2006), there are 
limited studies on the effects of analgesics and NSAIDs on developmental landmarks of puberty 
onset in rodents. The significance of the reported changes in these endpoints in diclofenac 
exposed animals and the associated mechanisms are uncertain and should be better evaluated 
in future developmental toxicity studies. However, considering the complexity of neural 
networks that govern the onset of puberty and fertility, together with the information on 
diclofenac neurotoxic effects following prenatal exposures (Yurt and Kaplan, 2018; Motawi et 
al, 2019) and endocrine disrupting activity in in vitro model systems (Cheng et al., 2012; 
Klopcic et al., 2018), it is possible to hypothesize that the observed delay in pubertal landmarks 
in this study may be related to an imbalance in the hypothalamic signaling systems that control 
the onset of puberty. In a recent study by Adeyemi et al. (2019), adult male rats exposed to 
diclofenac 1 mg/kg/day displayed reduced plasma concentrations of GnRH, increased prolactin 
concentrations, and reduced enzymatic activities of catalase (CAT) and superoxide desmutase 
(SOD), suggesting that diclofenac could indirectly promote a dysfunction in GnRH secretion 




impart the prenatal development of hypothalamic neural networks. Furthermore, we know that 
the period of in utero exposure in our study coincides with part of the period of prenatal 
development of the hypothalamic structures in rats (GDs 13 – 18), mainly in relation to the 
number of cells undergoing differentiation (Altman and Bayer, 1978).  
In this work, no significant differences were observed in AGD and nipple development of 
female rats exposed in utero at any diclofenac doses tested. There are scarce data demonstrating 
AGD changes in female rats following prenatal analgesic exposure. Nevertheless, a previous 
study demonstrated that paracetamol (150 mg/kg/day) and its metabolic precursor aniline (31 
and 93 mg/kg/day) decreased this parameter in female offspring after exposure from GD 7 to 
GD 22 (Holm et al.,2016). Changes in female AGD have been associated with intrauterine 
rodent exposures to androgenic compounds (Wolf et al., 2002) and to certain estrogenic 
chemicals, such as bisphenol A and estradiol benzoate (Levy et al., 1995; Kobayashi et al., 
2012; Christiansen et al., 2014; Holm et al., 2016). Although sexual differentiation in females 
is largely hormone-independent, it can still be susceptible to hormonal action induced by 
intrauterine exposure to endocrine disruptors (Hughes, 2001; Sharpe, 2001; Grande et al., 
2006). Overall, our data suggests that, under our experimental conditions, maternal diclofenac 
exposure does not change genital markers associated with disruption of androgenic or 
estrogenic signaling in female rat offspring.   
Some studies have shown that gestational exposure to mild analgesics can result in long-term 
alterations in reproductive organs. In this study, no effects were observed on sperm production 
or histopathology of testes of adult male rats following gestational exposure to diclofenac. 
There are only limited data in the literature regarding reproductive parameters in postnatal life 
after in utero exposure to diclofenac. Nevertheless, in a study performed by Arslan et al. (2016), 
intrauterine exposure to diclofenac (GD15-21) altered the histology of male rat testes on PND 




spermatogonia and Sertoli cells and seminiferous tubule atrophy. However, Arslan and co-
workers used higher doses than those used in our study and intraperitoneal administration. In a 
previous transgenerational study, in utero exposure to indomethacin (0.8 mg/kg/day) or 
paracetamol (350 mg/kg/day), from GD 13.5 to GD 21.5, promoted a significant advancement 
in testicular germ cells development with early loss of pluripotency-markers in F1 males. 
However, this reduction was offset in the postnatal period (Dean et al., 2016).  
In conclusion, diclofenac was unable to change external markers of endocrine disruption after 
in utero exposure of female and male rats at any dose tested. Also, weights of major male and 
female reproductive organs were unaffected, and no changes were seen in steroidogenic and 
gametogenic functions in the male offspring. In contrast to these findings, we report a possible 
overall delay in developmental landmarks associated with puberty onset, for both males and 
females. Despite the widespread use of analgesics and NSAIDs by pregnant women, data on 
the reproductive consequences of developmental exposures to these drugs are still scarce and 
point out to the need of further epidemiological and experimental studies to comprehensively 
determine the human risks and the underlying mechanisms of endocrine and reproductive 
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Supplementary Figure 1. Body weight development of rat offspring in the weaning period 
following in utero exposure to 0.2, 1 or 5 mg/kg/day of diclofenac (D) and 750 mg/kg/day of 
di-(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP). PND = postnatal day. 
All data are shown as litter means ± SEM. ANOVA/ Dunnet. n = 9-13 litters/group. 
 
          
Supplementary Figure 2. Body weight development of female offspring in the post-weaning 
period following in utero exposure to 0.2, 1 or 5 mg/kg/day of diclofenac (D), and 750 
mg/kg/day of di-(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP). PND = postnatal day. 








Supplementary Figure 3. Body weight development of male offspring in the post-weaning 
period following in utero exposure to 0.2, 1 or 5 mg/kg/day of diclofenac (D), and 750 
mg/kg/day of di-(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP). PND = postnatal day. 
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6 DISCUSSÃO ESTENDIDA E CONCLUSÃO 
 
Nos últimos anos surgiram uma série de estudos associando o uso de 
analgésicos e AINEs de uso comum, como o paracetamol, ibuprofeno e ácido 
acetilsalicílico, com distúrbios endócrinos e reprodutivos, principalmente após a 
exposição pós-natal. Nesses estudos, os autores relatam múltiplas alterações que 
esses medicamentos poderiam promover como infertilidade, criptorquidismo, 
hipospádia, insuficiência ovariana prematura em ratos ou, ainda, interferir no 
desenvolvimento testicular fetal em animais e humanos (KRISTENSEN et al., 2012; 
SNIJDER et al., 2012; HOLM et al., 2016; BEN MAAMAR et al., 2017; SABIR et al., 
2018; LEVERRIER-PENNA et al., 2018; HURTADO-GONZALEZ et al., 2018; 
STAUSHOLM et al., 2019). A exposição humana aos analgésicos e AINEs pode 
ocorrer não somente através do uso farmacológico, mas também por meio da água e 
alimentos contaminados com seus resíduos ou metabólitos, tornando-os um potencial 
risco à saúde reprodutiva de populações vulneráveis como os indivíduos em idade 
fértil, gestantes e lactantes (BUSER et al., 1999; STUMPF et al., 1999; REBORDOSA 
et al., 2008; KRISTENSEN et al., 2011a; PHILIPPAT et al., 2011;  SANTOS et al., 
2013; THORPE et al., 2013; KIM et al., 2014; EBELE et al., 2017).  
O objetivo do presente estudo foi avaliar os possíveis efeitos do diclofenaco 
sobre diferentes parâmetros reprodutivos após exposição durante o período pré-natal 
de diferenciação sexual em ratos. Foram avaliados parâmetros tipicamente 
associados à atividade antiandrogênica, peso de órgãos reprodutivos e marcadores 
do desenvolvimento associados ao início da puberdade em ratos machos e fêmeas. 
Além disso, também foram coletados dados maternos e gestacionais. O diclofenaco é 
um AINE amplamente utilizado pela população de modo geral e, apesar de ser 
contraindicado durante a gestação, sabe-se que muitas mulheres podem utilizá-lo 
durante esse período. (THERAPEUTIC GOODS ADMINISTRATION, 2014; ARRAIS 
et al., 2016; ANVISA 2016). No entanto, os estudos sobre seus possíveis efeitos no 
sistema reprodutor ainda são limitados e, até então, não há outros trabalhos avaliando 
parâmetros como distância anogenital, separação prepucial e abertura do canal 
vaginal, por exemplo, após a exposição pré-natal ao diclofenaco.  
As doses selecionadas neste estudo compreendem doses terapeuticamente 
relevantes que refletem a utilização farmacológica do diclofenaco em seres humanos. 
Por outro lado, o período de tratamento selecionado, dias gestacional 10 a 20, 
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compreende os períodos críticos para diferenciação sexual gonadal e fenotípica em 
ratos, processos que foram alterados pela exposição a outros analgésicos e AINEs, 
mas que não foram detalhadamente investigados após exposição in utero ao 
diclofenaco. Nesse contexto, o protocolo experimental utilizado não provocou efeitos 
adversos sobre as progenitoras e o curso da gestação, como evidenciado pela 
ausência de efeitos sobre o ganho de peso materno durante o tratamento, perdas pós-
implante, tamanho das ninhadas, peso ao nascer e viabilidade dos filhotes. A 
avaliação desses dados gestacionais é importante para a interpretação de dados de 
toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento, pois na presença de toxicidade materna 
há dificuldade para determinar a especificidade de efeitos sobre a prole, que muitas 
vezes podem ser secundários aos efeitos sistêmicos maternos (US EPA, 1991). 
De modo geral, a exposição pré-natal ao diclofenaco não foi capaz de alterar 
marcadores externos de desregulação endócrina ou o peso dos principais órgãos 
reprodutores da prole masculina. Além disso, não foram observadas alterações nas 
funções esterodoigênicas e gametogênicas nos descendentes machos. Alterações 
nos parâmetros associados à atividade antiandrogênica em machos, já foram 
correlacionadas a exposição pré-natal à diferentes analgésicos e AINEs de uso 
comum (KRISTENSEN et al., 2011a; AXELSATD et al., 2014). A distância anogenital 
(AGD) e o número de mamilos têm sido utilizados como marcadores sensíveis de 
desregulação da sinalização androgênica in utero. Durante o período de diferenciação 
sexual dependende de hormônios, a ação de andrógenos promove o crescimento do 
períneo, resultando em uma maior AGD em machos (WELSH et al., 2008). Nesse 
sentido, a AGD tem sido amplamente utilizada como um marcador de androgenização 
pré-natal em estudos toxicológicos e epidemiológicos (DEAN & SHARPE, 2013; 
SCHWARTZ et al., 2019). Em ratos, a exposição a agentes antiandrogênicos in utero 
resulta na redução da AGD da prole masculina (GRAY et al., 1999; KITA et al., 2016). 
Da mesma forma, resultados de estudos epidemiológicos demonstraram associações 
negativas entre exposição materna a desreguladores endócrinos antiandrogênicos e 
a AGD em recém-nascidos do sexo masculino (SWAN et al.,2005; SWAN et al., 2015). 
Em roedores, a retenção de mamilos é um outro parâmetro andrógeno-dependente 
sensível à desregulação endócrina intrauterina. A exposição androgênica in utero 
resulta na regressão de mamilos em ratos machos e a retenção de mamilos ocorre 
como resultado de insuficiência androgênica pré-natal (VINGGAARD et al., 2005) 
Já em 1986, Gupta e Goldman et al., relataram uma redução na AGD em fetos 
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de camundongos machos após a exposição intrauterina à aspirina ou indometacina. 
Mais recentemente, a exposição gestacional à anilina (um precursor metabólico do 
paracetamol) e ao paracetamol também resultou em uma menor AGD na prole 
masculina (HOLM et al., 2015). Esses dados são corroborados pelos resultados de 
dois artigos recentes em seres humanos que demonstraram associações entre a 
exposição gestacional ao paracetamol e redução da AGD em meninos recém-
nascidos (FISHER et al., 2016; LIND et al, 2017). Em um estudo com ratos, Axelstad 
e colaboradores (2014) demonstraram que a exposição in utero e lactacional a 350 
mg/kg/dia de paracetamol resultou num aumento significativo do número de mamilos 
nos filhotes machos. Além disso, a exposição gestacional a analgésicos e AINEs tem 
sido associada a alterações de longo prazo, como infertilidade, baixa contagem de 
espermatozoides e alterações na morfologia testicular na vida adulta (HOLM et al., 
2016; ARSLAN et al., 2016; ROSSITTO et al., 2018). Acredita-se que os analgésicos 
induzam esses e outros distúrbios reprodutivos por meio de múltiplos mecanismos, 
como por exemplo pela inibição de prostaglandinas. De acordo com Kristensen et al. 
(2011b), muitos dos compostos desreguladores endócrinos que reduzem a 
masculinização em estudos com animais, são potentes inibidores da síntese de 
prostaglandinas. Além da inibição de prostaglandinas, a ativação do sistema 
endocanabinoide, envolvido em diferentes processos reprodutivos em ambos os 
sexos (GALIÈGUE al., 1995; SCHMID et al., 1997; SCHUEL et al., 2002; GYE et al., 
2005; TAYLOR et al., 2007; MECCARIELLO et al., 2014), e a interferência direta com 
a expressão de enzimas esteroidogênicas (HAN et al., 2010; TINWELL et al., 2013; 
HOLM et al., 2015), também têm sido propostos como possíveis mecanismos.  
Da mesma forma que em machos, a desregulação endócrina em fêmeas pode 
ocasionar múltiplos distúrbios endócrinos e reprodutivos. Nesse estudo, não foram 
observadas alterações na AGD e no desenvolvimento de mamilos nas fêmeas 
expostas in utero ao diclofenaco. Dados sobre esses parâmetros avaliados após a 
exposição pré-natal de fêmeas a analgésicos e AINEs são escassos, porém, no 
estudo de Holm et al. (2016), foi observada uma redução significativa na AGD em 
fêmeas expostas in utero ao paracetamol e seu precursor metabólico anilina, 
sugerindo um possível efeito anti-androgênico. Além disso, alterações semelhantes já 
foram associadas à exposição intrauterina a substâncias androgênicas (WOLF et al., 
2002) e estrogênicas (LEVY et al., 1995; KOBAYASHI et al., 2012; CHRISTIANSEN 
et al., 2014). No presente estudo, a ausência de efeitos sobre a AGD, o número de 
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mamilos e o peso de órgãos reprodutivos em fêmeas, indica ausência de efeitos 
hormonais diretos sobre órgãos e tecidos responsivos a sinais hormonais na prole 
feminina. Contudo, efeitos indiretos sobre componentes do sistema endócrino e 
reprodutivo não podem ser totalmente descartados. 
Em relação aos marcos do desenvolvimento associados ao início da 
puberdade avaliados nesse estudo, um possível atraso foi observado na prole 
masculina e feminina. Embora resultados significativos só tenham sido observados 
para a separação prepucial na dose mais baixa de diclofenaco, é possível observar, 
na análise estatística, que as curvas de sobrevivência foram deslocadas para direita 
em todos os grupos, tanto para machos quanto para fêmeas. É importante ressaltar 
que esses possíveis efeitos foram encontrados em doses terapeuticamente 
relevantes, mais baixas do que normalmente se encontra nos demais estudos com 
analgésicos e outras substâncias como os ftalatos (SALAZAR et al., 2004; GRANDE 
et al., 2006), conhecidos por seus efeitos desreguladores endócrinos. Além disso, os 
resultados obtidos para essas análises não foram acompanhados de alterações no 
peso corporal, indicando que os efeitos observados nos marcos do início da 
puberdade não refletem uma menor taxa geral de crescimento dos animais. Uma 
correlação negativa entre o peso no PND 35 e o dia da separação prepucial foi 
observado nos animais controle em Yoshimura et al. (2005), demonstrando uma 
tendência de machos com maior peso completarem a separação prepucial mais cedo.  
A puberdade é controlada pelo eixo gonadal hipotalâmico-hipofisário (HPG) e 
é iniciada pelo surgimento da secreção pulsátil do hormônio liberador de gonadotrofina 
(GnRH) em um momento reprodutivo apropriado. No entanto, o eixo HPG é ativo muito 
mais cedo, estendendo-se ao desenvolvimento fetal para algumas espécies. Por 
exemplo, em humanos, um aumento na secreção de gonadotrofina é observado no 
meio da gestação (KAPLAN et al., 1976; CLEMENTS et al., 1976; HERBISON, 2016). 
Não está claro se esse processo de desenvolvimento também ocorre em roedores, 
pois ainda não foram feitas tentativas para medir as gonadotrofinas em embriões. 
Porém, sabe-se que em ratos o período de desenvolvimento pré-natal das estruturas 
hipotalâmicas e, principalmente, a diferenciação celular ocorre entre os dias 
gestacionais 13 e 18 (ALTMAN E BAYER, 1978), período que, em parte, coincide com 
a exposição in utero ao diclofenaco no presente estudo.  
Vários estudos sugeriram citotoxicidade induzida por diclofenaco no sistema 
nervoso e acredita-se que os efeitos pré-natais do medicamento sejam capazes de 
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levar a alterações pós-natais (GEVREK et al. 2015; KHOSHVAKHTI et al. 2015; 
ARSLAN et al. 2016; YURT E KAPLAN 2018; MOTAWI et al., 2019). Além disso, em 
um estudo recente, a exposição ao diclofenaco promoveu uma supressão significativa 
de GnRH, aumento significativo na secreção de prolactina e redução nas atividades 
enzimáticas de catalase (CAT) e superóxido desmutase (SOD) (YURT E KAPLAN et 
al., 2018). Existem relatos na literatura sobre os efeitos do diclofenaco no sistema 
nervoso central e periférico. A administração crônica do medicamento promove 
estresse oxidativo e, portanto, a produção de radicais livres, que poderiam atravessar 
a barreira hematoencefálica e causar disfunção na secreção hipotalâmica do GnRH 
(INOUE et al., 2004; ALABI et al., 2017; ADEYEMI et al., 2019). Alguns estudos 
epidemiológicos também revelaram que o estresse oxidativo é considerado um fator 
importante na perturbação do sistema endócrino, podendo alterar as características e 
funções gerais das células da glândula tireoide (ASSMAA et al. 2012), causar danos 
nas células Leydig dos testículos e interferir no processo de espermatogênese, por 
exemplo (GUILOSKI et al. 2015). Portanto, sabendo que a exposição ao diclofenaco 
tem sido associada ao estresse oxidativo, neurotoxicidade e a alterações no eixo HPG, 
é possível levantar a hipótese de que o atraso observado nos marcos do 
desenvolvimento nesse estudo possa estar relacionado a um desbalanço nos 
sistemas de sinalização hipotalâmicos relacionados ao início da puberdade.  
Levando-se em consideração os dados apresentados, foi possível concluir 
que o diclofenaco, administrado em doses terapeuticamente relevantes a ratas 
prenhes, não induziu toxicidade materna e também não foi capaz de alterar 
parâmetros sensíveis a alterações hormonais na prole como a distância anogenital, o 
número de mamilos e o peso dos principais órgãos reprodutivos de machos e fêmeas 
expostos in utero. Além disso, não foram observadas alterações na contagem 
espermática diária ou na histologia dos testículos da prole masculina. Em contraste 
com esses achados negativos, foi observado um possível atraso nos parâmetros 
associados ao início da puberdade, tanto para machos, quanto para fêmeas. Apesar 
do uso comum do diclofenaco pela população de modo geral, ainda existem poucos 
estudos e com dados limitados acerca de seus efeitos sobre a reprodução e 
desenvolvimento e, estudos futuros devem investigar outros efeitos da exposição pré-
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